Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci
Sdrka Svobodovi: Morfologickd a genetickd diferenciace druhii Euphrasia stricta a E. nemorosa

Diplomova prace Sarky Svobodové je zaméfena na taxonomicky sloZity rod Euphrasia, ktery patii
do skupiny poloparazitickych Orobanchaceae studovanych v ramci katedry botaniky PfF JU z
mnoha riznych aspektll. Téma je to tedy aktualni a zajimavé. Je smutnym ukolem oponenta byt
kriticky, takZe ve vét§in¢ posudku budu spi§ upozoriiovat na nedostatky. Nicmén& na zacatku bych
rad vyzdvihnul velky klad ptedloZzené préace, kterym je pouziti Siroké $kaly metod tak, aby obraz
studovanych jevii byl co nejuplngjdi. Také odvahu studentky pustit se i na tenky led sloZitych
statistickych metod jako jsou zobecnéné linearni modely se smidenymi efekty nebo analyza ISSR
dat v programu Structure musim ocenit, jakkoliv mam ke statistickym analyzam i vyhrady.

V pfedloZzené praci studentka navazuje na svoji praci bakalafskou — jakkoliv to se
piekvapivé ukédzalo byt misty nevyhodou. Zejména v Gvodu — jako by si studentka v bakalarské
préci trochu ,,vystiilela prach®. Jist¢ nemélo smysl opakovat reSerSi z bakalaiské prace, ale ptesto
mi uvod pfijde informaén¢ chudy. A témata by se naSla — napf. fenotypova plasticita, ktera jsou v
uvodu vénovany pouhé dva kratké obecné odstavce, piestoZe jde o jedno z nosnych témat
diplomové prace. Celkov€ mi tvod piijde malo provazany a nékteré informace by bylo vhodné
spojit (naptiklad taxonomické pojeti a variabilita znakli se diskutuji na vice mistech). Hlavni
- problém vsak vidim jinde. Autorka se uzkostliv€ vyhyba jakémukoliv odkazu na svoji piedeslou
praci, ackoliv na ni pfimo navazuje. Uporna snaha neopakovat se vede k tomu, Ze z tvodu p¥mo

vibec zajimavé studovat praveé vybrané otdzky a pro¢ pravé metodami, které byly pouzZity.

Jiz prvni oddil metodiky ukazuje, do jak slozité skupiny se studentka pustila. Snahu
formalizovat definici skupin E. stricta agg. a E. nemorosa agg. pomoci hybridniho indexu pak
musim jen pochvalit. Jen $koda, Ze stavy znaku ,,postaveni v&tvi* jsou definovany vagné (a navic
pochybuji, Ze by vétve nékdy odstavaly skutecné v tupém whlu > 90°, tab. 1) a Ze chybi zdivodnéni
piijaté skaly (osobn& bych ocekaval striktnéjsi definici ,,Cistych* druhi).

Byl proveden opylovaci pokus, ktery ukézal, Ze studované druhy jsou schopny tvofit
hybridni semena. To je vyborny vysledek, pfesto je na misté opatrnost. Semena totiZ po vyseti
nevzesla. Je to ptipisovano nepiizni pocasi a stanovistnich podminek, ale co kdyZ je to tim, Ze
hybridni semena jsou skute¢né malo zivotaschopnd a je zde bariéra ve fazi kliCeni? To mohlo a
mélo byt vydatné téma do diskuse.

Morfometricka analyza presvédéivé ukazala na rozdily mezi E. stricta agg. a E. nemorosa
agg., piestoZe existuji i nevyhranéné, snad hybridni populace. Naopak drobné druhy v ramci E.
nemorosa agg. jsou odlieny slab&. Myslim ale, Ze je témto druhim v této Césti prace vénovana
zbyte¢na pozornost. Zvolena metodika a sada znakil totiz ani lep$i vysledek neumoziiovaly — do
analyzy byly zahrnuty znaky, které odliSuji dva hlavni druhové agregaty, zatimco znaky, které
odliduji taxony v rdmci agregati (odéni, vétveni Jodyhy, atd.) zahrnuty nebyly. Opét, toto mohlo byt
v diskusi zminéno. Problematické je provedeni diskriminaénich analyz. Skupiny E. nemorosa agg. a
E. stricta agg. byly definovany na zéklad¢ 3 znakd. Dva z nich (délka koruny a délky osinek) byly
zahrnuty do morfometrickych analyz a logicky se objevuji mezi nejlep$imi prediktory. Ackoliv pfi
prvotnim urdeni byly znaky posuzovany za populaci jako celek, nikoliv na urovni jedincd, je to
trochu dikaz kruhem. Vzhledem ke slozitosti skupiny se tomu asi nebylo mozné vyhnout, ale tato
skutetnost méla byt adekvatng zddraznéna v diskusi. Také pii takto strukturovanych datech nema
moc smysl ptat se na odlideni druh@ jako takové, ale spis klast diiraz na otazky jako které jiné znaky
také odliduji takto definované druhy a jak dobré (napi. v % spravné klasifikovanych jedinct) to
odlifeni je. K diskrimina¢nim analyzdm méam i dalsi, spiSe technické pfipominky, napf. pfi
klasifikaci nebyla pouzita krosvalidace, slovni popis vysledkii nékdy nesouhlasi s tabulky a obrazky
(napt.: obr. 11, kde se 1épe odd&luje E. uechtritzina nez E. curta, jak je v textu; podle textu na str.
38 ma byt analyza kultivaéniho pokusu zaloZena na 4 znacich, ale v odpovidajici tab. 8 jich je 10),
nerozliduje se mezi klasifikaci zaloZenou na pravdépodobnostnich modelech a na klasifikacni



funkci pro kazdou skupinu, atd. Cast morfometrickych dat asi pochazela z bakalaiské prace, coZ je
v potadku, data jsou analyzovana znovu a v jiném kontextu — jen to mélo byt v metodice zminéno.

Déle byla provedena geometrické morfometrika, ale v celé praci mi schazi kliCova
informace, pro¢ viibec byla pouZita a pro¢ zrovna na bo¢ni zub listend. Jist& s tim bylo dost prace a
pfitom délka a 3itka zubu i1 délka osiny byly zahrnuty v klasické (distance-based) morfometrice a
tak vlastn€ nic nového nevyslo. Ocekavala autorka né&jakou jinou informaci, kterou mohla tato
analyza piinést? Na zakladé ¢eho?

Pokud jde o genetickou variabilitu, metoda ISSR dala slibné vysledky. Do budoucna bych
ale stejné doporucoval otestovat publikované mikrosatelitové primery, cenovy rozdil pii rutinnim
pouziti je minimélni. Data jsou podrobné analyzovana, pouziti programu Structure je dokonce
nadstavba. Jen je Skoda, Ze postup nebyl lépe popsan, zejména kli€ovy bod uréeni optimalniho
potu skupin. Zarazilo mé& ale, Ze vysledky nejsou nijak provdzany s vysledky morfometriky.
Nékteré populace vySly jinak, zejména populace VLho2 vysla geneticky jako E. nemorosa, ale
morfologicky byla hodnocena jako E. stricta, a populace Zat byla geneticky prechodna, ale
- morfologicky E. nemorosa. Tyto populace jsou v grafech zobrazujicich genetickou variabilitu (napf.
obr. 17, 18) zobrazeny podle vysledkit genetickych, coZ je opét do kruhu. Odd&leni taxonti vypada
mnohem lépe neZ by vypadalo, kdyby grafy byly obarveny opravdu podle morfologie (pficemz
Ctendf ma dojem, Ze to tak je!). Také mam pocit, Ze vybér populaci pro genetickou analyzu nebyl
uplné systematicky; je velkd Skoda, ze geneticka data nebyla k dispozici pro vétSinu morfologicky
analyzovanych populaci a Ze nelze udé¢lat pfimé srovnani. Do budoucna a tifeba pro publikaci
vysledkd je toto tieba doplnit.

Vyznamnou soucasti prace je kultiva¢ni pokus testujici vyznam fenotypové plasticity. To je
mnohdy podcefiovand slozka variability a zafazeni této tématiky do taxonomické studie je vyborné.
I kdyz jeden z testovanych druhti nevzeSel a 1 kdyZ volba hostitelii nebyla idealni (oba jsou
povaZovéani za dobré hostitele, o rozsahu plasticity by jist¢ vice Vypovidalo srovnani dobrého a
$patného hostitele), poskytuje pokus slibné vysledky. Studentka si je ale t€chto omezeni védoma a
zdiraziiuje je v diskusi a do budoucna plénuje rozifeni pokusu. Zase jen $koda, Ze statistické
analyze chybi par drobnych kriackd k dokonalosti, naptiklad absence krosvalidace v diskrimina¢ni
analyze tady docela vadi, vzhledem k malému poctu vzork.

Po formalni a jazykové strance ptedlozena prace vyhovuje, i kdyz zvlaste¢ peclivy oponent by naSel
nékolik nejednotnosti v seznamu literatury a také kvalita obrazki (ve smyslu rozliSeni a tisku) by
mohla byt lepsi. Pokud jde o metodickou $ifi a mnozstvi dat, je tato diplomova prace urCité
nadprimérna. Naopak propojeni jednotlivych celkd a vzdjemna srovnani dllc1ch vysledkd ve
vysledkové Casti a zejména v diskusi mohla byt lepsi.

Prace Sarky Svobodové jednozna¢né splituje poZzadavky kladené na magisterské diplomové prace.
Vzhledem k uvedenym pripominkdm navrhuji hodnoceni stupném velmi dobfe nebo vyborn€, podle
pribéhu obhajoby. V ramci obhajoby bych rad slysel zejména zamysleni (1) nad morfologickymi
rozdily mezi taxony a pouzitou $kalou hybridniho indexu, (2) nad cilem geometrické morfometrie,
(3) ¢m by mohly byt zplsobeny rozpory mezi morfologickymi a genetickymi data a (4) co by
mohly znamenat skupiny definované pomoci Structure uvniti jednotlivych druht v ISSR datech.

V Ceskych Budgjovicich, 18.1.2011
Petr Koutecky
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Oponentsky posudek magisterské diplomové prace Sarky Svobodové

Morfologicka a geneticka diferenciace druhG Euphrasia stricta a E. nemorosa

Vypracoval Pavel Travnicek

PredloZena diplomova prdace si kladla za cil s pomoci soudobych biosystematickych metodickych
postupt fesit problematiku morfologické a genetické odliSnosti druhll v rdmci dvou agregdtl nasich
svétlikd. Dil¢imi cili pak bylo zhodnoceni miry mezidruhové hybridizace a vlivu fenotypové plasticity
na determinacni znaky vybranych druh(.

V praci je vyuZivano mnoistvi metodickych postupd na pomérné vysokém poctu jedinch, ¢imZ je
dosaZeno zna¢né robustnosti zjiSténych zavérl a je tedy nespornym kiadem této prace. Mimo to je
prace logicky ¢lenéna a je psana citelnou formou s malym mnoZstvim stylistickych chyb ¢i pfeklept.
Pfesto by si nékteré pasdze prdce zaslouzZily vy$Si miru rozpracovani (viz déle) ¢ hlubsi analyzu
ziskanych dat, nebot misty mize étenar nabit dojmu, Ze néco bylo opomenuto.

K praci mam tyto konkrétni pfipominky a otazky:

1)

2)

Cile prace (str. 6) — Mezi cili je uvedena i snaha o ureni vyznamu fenotypové plasticity na
diagnostické znaky. Tento cil pfedjima rozsahlé kultivaéni pokusy zkoumajici vlivy rlznych
abiotickych ¢i biotickych podminek na celkovy vzhled rostlin a je trochu zklamanim, Ze
kultivacni pokus je omezen pouze na vliv hostitele. Toto samozfejmé neni chybou, ale cil mél
byt formulovan jinak.

Metodika (str. 7) — Pfestoze chdpu potrebu pouziti nezdvislé metodiky k uréeni jedincli do
jednotlivych druht, neni mi upiné jasné, pro¢ tento postup byl aplikovén na celé populace a
nikoliv na jedince. Je autorka pfesvéd¢ena o tom, Ze viechny zkoumané populace jsou
sloZzeny jen zjedincl, ktefi jsou morfologicky ztotoZnitelni vidy jen sjednim z ,Cistych”
druh@?

Navic mi v této pasazi chybi to, jak bylo v ramci hlavnich skupin taxon( (agregatd) pouZito
odéni k odliseni dalsich druh& — napf. formou souhrnné tabulky.

Daldi nejasnosti je znak , postaveni vétvi“, kde je pro skupinu druhl £. nemorosa p¥isouzena
hodnota ,tupy Ghel”, pro E. stricta ,ostry Ghel” a pro pfechodné typy ,intermediarni“. Z toho
vyplyva, Ze skupina druhd E. nemorosa ma dolG sehnuté vétve a pfechodné typy vétSinou
pravouhlé, coz pravdépodobné neodpovida realité ...

Sbér a zpracovani matridlu {str. 10) — Zde je nékolik nepFesnosti v poétech lokalit ve srovnani
s prilohou 1 (Cisla v zdvorkach) — E. stricta 19 (20), pfechodné typy 5 (6) a E. tatarica Zadna (1)
— i s obrazkem 2 (zde je E. tatarica zobrazena)

Klasicka morfometrie (str. 11 a déle, Obr. 3) — Na str. 11 je uvedeno Ze bylo méfeno 35 znaku,
aby o dalSich 5 radkd nize bylo napsano, Ze bylo pouZito jen 26 znakl (resp. 35-9), aby se ve
vysledku pocitalo vidy jen s25 znaky (viz Vysledky). Pfijde mi to ponékud komplikované
pro orientaci.

Na Obrazku 3a jsou 3 znaky (CTL, CLL a CH) u kterych neni zcela jasné, jak se méfily.



6)

7)

Na Obréazku 3b je znazornéno i to, Ze se do analyz zahrnuly de facto i déiky osinek na
listenech, ackoliv tyto byly pouZity pro ,pfedureni” taxonl. Minimalné u diskrimina¢nich
analyz tak dochazi k ¢aste¢nému dikazu kruhem. V tomto sméru je nejasny i termin ,velikost
kvétu” (str. 7) a jeho vztah ke znaku , délka koruny” (CL).

.....

z riznych jedincd.

ISSR (str. 14 a dale) — VUvodu na str. 5 autorka zmifuje zpravidla ¢asové narocnou
optimalizaci této metody, nicméné v metodice jakdkoliv zminka o tom, jak byla optimalizace
provedena, zcela chybi.

Kultivaéni pokus (str. 17 a déle) — Autorka udélala kultivaéni pokus na dvou hostitelskych
druzich (Triticum a Pisum) za GCelem zhodnoceni morfologické diferenciace v zavislosti na
hostiteli. Pro¢ byli vybrani pravé tito hostitelé, kdyZ jsou oba povaZovani za hostitele dobré
(viz. Diskuse, str. 45)?

8) Vlastni stat Vysledky (od str. 19) hodnotim velmi pozitivné, nebot vypovida o velmi dobrych

9)

schopnostech autorky adekvatné zpracovat ziskana data a jeji dobré orientaci v pouzitelném
software pro toto zpracovani. Pfesto i zde je nékolik drobnosti:

- Vystup ze SplitsTree (NJ analyza) — zde jsou jedinci z populace VIho2 oznaceni modrou
barvou, coz by nasvédcovalo jejich uréeni jako E. nemorosa, nicméné v Pfiloze 1 a na
obrdazcich 8 a 9a je tato populace shodné urcena jako E. stricta. Upfimné doufam, Ze jde o
néjakou zaménu vzork( v molekuldrnich analyzdch a Ze se skute¢né analyzovali jedinci
ndleZici E. nemorosa a nikoliv E. stricta. ProtoZe pokud tomu tak neni, tak to ukazuje, ze
ona metoda predurceni druh( na zdkladé 3 stavi 3 znak( je minimalné v nékterych
pripadech zcela nevyhovujici. Na druhou stranu Fazeni nékterych jedincl urcenych jako E.
nemorosa (jedinci z populace Zat a ¢dstecné Len) do klastu E. stricta (Obr. 18) poukazuje
na urdité rezervy v metodé , pfedurceni“ rostlin (resp. celych populaci).

- u analyz z programu STRUCTURE ponékud postrddédm urceni toho spravného poctu
klastri (K), které je v datech nalezeno — v metodice je popsano, Ze se zkouselo K=1 ai
K=12, ale chybi zde néjaké zhodnoceni, pro¢ byly vybrany 3 klastry v pfipadé celého
datasetu (Obr. 19) a 4 klastry v pfipadé E. stricta (Obr. 20) i E. nemorosa (Obr. 21)

Diskuse (str. 41 a dale) je bohuZel psdna pro vsechny kapitoly separatné a jde spise o
zhodnoceni jednotlivych dil¢ich vysledkd a nikoliv prace jako celku. Proto zde postradam
napf. potencidini vliv prokdzané hybridizace mezi zkoumanymi taxony (E. stricta, E.
nemorosa) na strukturu populaci svétlikli a vhodnosti zde pouZitého modelu hodnoceni
taxonomické pfislusnosti na drovni populaci a nikoliv jedincd. Navic toto zjisténi by mélo byt
konfrontovano i svysledky z molekuldrnich analyz pokud moZno i na obecnéjsi roviné a
nikoliv pouze ve smyslu konstatovani, ze nékteré ,divné populace” miZou byt ovlivnény
hybridizaci. Naopak nékteré zde uvedené zadvéry napf. ohledné taxonomického zafazeni
populaci E. curta (Svédské vs. Ceské populace) jsou dle mého ndzoru za hranici toho, co
molekularni data fikaji. Relevantni otazka vtomto sméru by se spi§ méla zabyvat



opravnénosti ureni ¢eskych populaci jako E. curta, kdyZ ji ani morfometrickd ani molekularni
data v podstaté nepotvrdila.

Alkoliv slabgich mist predloZené préce by se dalo najit hned nékolik, ocefiuji zejména chut
autorky se zabyvat touto problematickou skupinou a mnoistvi metodickych pristupl a
analytickych nastrojt, které pfi studiu vyuZila. Proto v tuto chvili hodnotim préaci nejednoznacéné
znamkou 1-2 a té$im se na obhajobu, kde budou jak doufam smeteny viechny mé vy3e uvedené
namitky ze stolu.

Otézky:

1) Nemohu se nezeptat, zda nebyla vyzkousena skute¢né néjaka nezdvisld metoda k uréeni
jednotlivych taxont? Mam na mysli néco na zpdsob pritokové cytometrie.

2) Jak je vysvétlovan plvod onéch morfologicky velmi blizkych taxon( jeZ jsou rozliSovany
v ramci obou agregatl (napf. E. tatarica, E. slovaca, apod.})? Myslite si, Ze hréla v jejich
evoluci néjaky vyznam potencialni hybridizace s jinymi a pfipadné s jakymi taxony?

3) V molekuldrnich analyzdch celkem prekvapivé vysla velkd blizkost populaci druhd E.
uechtritziana a E. slovaca, jakkoliv oba taxony patfi do rozdilnych agregatl. Jak je moiné
tento dil¢i zavér interpretovat?

/

V Prdhonicich 17.1.2011 Pavel Travnicek



